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摘要 : HARIAZ (estrogen related receptors, ERRs) 能 够 直接 与 类 固 醇 激 素 受 体 共 激活 子 (steroidhormone receptor 
coactivator，SRC ) 绪 合 ， 激 活 靶 基因 的 表达 ， 与 众多 生理 和 发 育 过 程 有 关 。 采 用 RT-PCR, RACE 等 方法 从 拟 黑 多 刺 
BY Polyrhachis vicina Roger 克隆 得 到 了 上 肉 激 素 相 关 受 体 基 因 的 cDNA 克隆 ， 命 名 为 pvERR (GenBank 登录 号 为 
EF474463) ， 并 采用 生物 信息 学 方法 对 其 cDNA 和 编码 的 和 蛋白质 的 理化 性 质 、 和 蛋白 质 二 级 及 三 级 结构 、 分 子 系统 进 
化 关系 等 进行 了 预测 和 推断 。 结 果 表 明 : pvERR 基因 cDNA 全 长 1 935 bp， 包 含 一 个 1 305 bp 的 开放 阅读 框 、245 
bp 的 5'-UTR 和 385 bp 的 3'-UTR， 编码 一 个 由 434 个 氨基 酸 组 成 的 蛋白 质 。pvERR 的 配 体 结合 区 (ligand binding 
domain, LBD) ZAMA B 折 春 和 11 个 a 螺旋 (Hl, H3 ~ HI2, 缺少 到) 构成 ,这 与 哺乳 类 动物 已 知 晶体 结构 的 
ERRY 的 配 体 结合 区 结构 非常 相似 。pvERR 氨基 酸 序 列 与 其 他 昆虫 ERRs 氨基 酸 序 列 同 源 性 很 高 ， 它 与 西方 蜜蜂 
Apis mellifera 上 肉 激 素 相关 受 体 amERR 氨基 酸 序 列 相似 性 达到 89.9 % ; 在 进化 关系 上 ，pvERR 与 人 类 Homo sapiens 
ERRs 的 关系 比 果 蝇 Drosophila melanogaster 上 肉 激 素 相关 受 体 dERR 与 人 类 的 更 近 。 本 文 可 为 进一步 研究 pvERR 在 昆 
虫 发 育 中 的 功能 提供 有 价值 的 信息 。 
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Cloning and bioinformatic analysis of cDNA of estrogen related receptor 


gene from Polyrhachis vicina Roger ( Hymenoptera: Formicidae) 
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Engineering, Northwest University for Nationalities, Lanzhou 730030, China; 2. College of Life Science, 
Shaanxi Normal University, Xi’ an, 710062, China; 3. Gansu Provincial Maternity and Child-care 
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Abstract: Estrogen related receptor (ERR) can bind to the member of steroid receptor co-activator family 
and activate transcription activity of the target genes. ERRs have been found to be present in many animal 
species and play important roles in regulation of many physiological processes. A full-length cDNA of the 
ERR gene, named pvERR ( GenBank accession no. EF474463 ) , was cloned from Polyrhachis vicina Roger 
by using RT-PCR and RACE methods. The nucleotide sequence and deduced amino acid sequences of 
pvERR were analyzed and characterized by bioinformatic methods. The results showed that the full-length 
cDNA of pvERR gene is 1 918 bp, containing an open reading frame of 1 305 bp, 5'-UTR of 245 bp and 
3'-UTR of 368 bp. The cDNA encoded a protein with 434 amino acids. The ligand-binding domain ( LBD) 
of pvERRs consists of two B-sheets and eleven a-helixs ( H1, H3 - H12, lack of H2) and the LBD 
structure is similar to that of mammalian ERRy, whose crystal-structure is known. The homology analysis 
suggests that the pvERR and the amERR proteins share 89. 9% identities in their amino acid sequences, 
and the homology between them is the highest in all known insect ERRs; phylogenetic relationgship between 
pyERR and human ERRs is closer than that between Drosophila dERR and human ERRs. This study may 
provide valuable information for further research on pvERR. 
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在 细胞 发 育 过 程 中 ， 各 种 不 同 的 细胞 外 信号 和 
它们 的 配 体 分 子 具有 重要 作用 ， 它 们 通过 控制 细胞 
发 育 中 基因 表达 ， 调 市 细胞 的 增殖 和 分 化 。 颇 激素 
以 自由 扩散 形式 通过 质 膜 ， 与 核 因 子 受 体 结合 ， 通 
过 与 靶 基 因 上 的 内 激素 应 答 元 件 结合 来 调节 基因 表 
达 或 与 其 他 核 重 蝗 相 互 作 用 改变 基因 的 转录 活性 。 
肉 激 素 相 关 受 体 (estrogen related receptor, ERR) JE 
于 孤儿 核 因 子 受 体 ， 在 结构 上 和 上 肉 激 素 受 体 
(estrogen receptor, ER ) 非常 类 似 ( Pettersson et al., 
1996) ， 它 们 和 ER 共同 构成 核 因子 受 体 超 家 族 的 
第 3 亚 族 ， 能 够 直接 与 类 固 醇 受 体 共 激活 子 结合 激 
i6 SEE DX] BJ X3 ( Giguere et al., 1988) 。 与 ER Af [n] 
的 是 ， 它 们 不 与 肉 激 系 结 合 ， 但 能 够 与 肉 激 素 应 答 
JCIE 2k 6 ( Giguère et al., 1988; Pettersson et al., 
1996) ， 因 此 ， 与 共同 的 共 激 活 子 作用 时 ，ERR 和 
ER 之 间 存 在 相互 竞争 作用 (Fujimoto et al., 2005) 。 
而 且 多 项 研究 表明 ，ERRs 参与 了 ER 信号 通路 的 
J 1 ( Bonnelye et al., 2001; Lu et al., 2001; Huss et 
al., 2002; Horard and Vanacker , 2003; Luo et al., 
2003; Schreiber et al., 2003; Carrier et al., 2004) , 
与 许多 生理 和 发 育 过 程 有 关 ， 并 参与 了 细胞 的 增殖 
与 分 化 过 程 (Pettersson et al., 1996; Luo et al., 
1997; Mitsunaga et al., 2004; Cheung et al., 2005) 。 

尽管 在 人 Homo sapiens 和 多 种 动物 (小 记 Mus 
musculus, EHZ fA Danio rerio, X E, f Branchiostoma 
floridae M$ Ciona intestinalis 等 ) 中 发 现 了 ERRs 
基因 ， 但 在 昆虫 类 ， 目 前 仅 发 现 有 对 黑 腹 打 蝇 肉 激 
素 相 关 受 体 ( Drosophila melanogaster estrogen related 
receptor, dERR ) 的 报道 (Maglich et al., 2001; 
Ostberg et al., 2003) 。 虽 然 GenBank 中 已 收录 了 内 
HE NE TE c Anopheles gambiae, P 7j 9E $ Apis 
mellifera, Wpj 8B B 4x | E Nasonia vitripennis 
Walker. IMAK Tribolium castaneum Herbst 的 基 
A FP J) 3E Bt Aedes aegypti, Hh IX T 9x 
Anopheles stephensi, PE EX Culex pipiens, $ Hi RW 
Drosophila pseudoobscura 的 ERR 和 蛋白质 序列 ,但 是 
有 关 昆 虫 中 ERRs 基因 功能 的 研究 未 见报 道 。 本 研 
究 以 具有 药 用 和 食用 价值 的 社会 性 昆虫 拟 黑 多 刺 凡 
Polyrhachis vicina Roger 为 研究 对 象 ， 对 其 ERR 基 
因 进 行 殉 隆 并 进行 生物 信息 学 分 析 ， 以 期 为 该 基因 
的 系统 演化 分 析 和 进一步 的 研究 其 在 昆虫 发 育 中 的 
功能 现 定 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 

本 研究 以 拟 黑 多 刺 蚁 雄 蚊 为 研究 对 象 。 拟 黑 多 
A SL E ) I EI 8] JU HIE 97] EUR PR AR], TESC 
验 室 进行 饲养 。 饲 养 条 件 : 温度 25 -28'C, TEX 
湿度 80% ， 光 周期 12L:12D。 饲 料 为 20% B5) ELS 
水 和 豆饼 菜 叶 。 
1.2 总 RNA 的 提取 及 cDNA 第 一 链 的 合成 

采用 Chmezynski WRF B E REA: Ej: A 
H-P VE SEG Ze spi C i. RNA, ECBZ 
T RT-PCR 2 38 5X -80C f£... VA oligo-dT 为 引物 ， 
参照 MBI R $e RAA  RevertAid ^ First-Strand 
cDNA Synthesis Kit 说 明 书 合成 cDNA 第 一 链 ， 用 
T PCR 扩 增 或 -20Y 保存 。 
1.3 PvERR cDNA 全 长 序列 获得 

由 于 ERRs 基因 序列 接近 2 kb， 所 以 将 中 间 部 
分 序列 分 成 A，B，5C 3 个 互相 有 重 登 的 片段 进行 
扩 增 。 根 据 GenBank 中 已 知 的 昆虫 ERRs 基因 序列 
TIS ERHES), TE ERRs 保守 的 DNA 结合 区 CDNA 
binding domain, DBD) 和 配 体 结合 区 (ligand binding 
domain, LBD) iit T — X 3k F 5] gj, AEla (5'"- 
CAAGGHAAYATCGAGTACA-3') 和 AEIb ( 5- 
ATCTGYTTCGCCCAVCCRAT3'), WX HKR A, 将 
A 片段 测序 以 后 通过 在 NCBI 上 Blast 确定 是 ERR 
的 同 源 序列 后 ， 再 根据 A 片段 设计 2 个 特异 性 引 
物 AE2b (5'-CCAGCCGATTATGCCAACCAA-3') 和 
AE3b ( S'-CATYTCDACRAASAGCTTGTTCAT-3') ， 
分 别 与 根据 保守 区 设计 的 兼并 引物 AE2a (5”- 
AGGTAKCCCTSGAASTCC-3') 和 AE3a (5'-CATYTC 
DACRAASAGCTTIGTTCAT3') 组 合 扩 增 片段 B 和 
C， 然 后 将 3 个 片段 拼接 获得 大 部 分 编码 序列 。 

采用 TaKaRa RACE 试剂 盒 (3'-Full RACE Core 
Set and 5'-Full RACE Core Set) 扩 增 PvERR 基因 两 
端 序列 ， 操 作 完 全 按照 说 明 书 进行 。 在 5' RACE 
实验 中 ， 按 照 RACE 引物 设计 原则 在 已 知 序列 中 设 
计 了 一 条 57“ 磷酸 化 的 特异 性 反 转 录 引 物 和 两 对 特 
x TE Bj € X PCR 引物 ( RT-5P: 5- 
TCCTTCAGCATTCCT-3'; 5AEla:; 5'-GTGAGATAAA 
TAAACGCAAACG-3'; SAE1b: 5'-ACGCTTCGCACG 
AGGCAAC-3'; SAE2a: 5'-CAAGGCATGTAGATTTC 
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AGA-3'; S5AE2b: 5'-AGACAGAGTCTTCTGGGTATC 
A-3'); 在 3'RACE 实验 中 ， 按 照 实 验 原理 在 已 知 
序列 中 设计 了 两 个 特异 性 引物 ， 分别 与 两 个 3' 通 
用 引物 组 合成 对 (3AE1: 5'-CCACGCAGAATATGTT 
CCTA-3'; 3AE2: 5'-ATTGGTTGGGCGAAACAGAT- 
3 ) 。 本 研究 中 所 有 产物 斤 段 的 测序 均 由 上 海 生 工 
生物 工程 有 限 公司 完 成 。 
1.4 序列 分 析 

通过 NCBI 中 在 线 分 析 工 具 ORF Finder 
( http: //www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/gorf. html ) 和 
PSI and PHI-BLAST ( Position-specific iterated and 
BLAST ) ( http: // 
blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi) 进行 开放 阅读 框 
查找 和 同 源 性 分 析 ( Altschul et al., 1997; Schäffer 
et al., 2001); 和 集 日 质 的 理化 性 质 和 玲 水 性 分 析 采 
用 在 线 软 件 Protparam ( http: //www. expasy. ch/ 
和  Protscal ( http: // 
www. expasy. ch/tools/protscale. html) > E HELZ 
结构 的 预测 采用 APSSP2 ( Advanced Protein 
Secondary Structure Prediction Ser-ver) ( http: // 
imtech. res. in/raghava/apssp/) 网 上 软件 在 线 预 测 
(Raghava, 2000) ; 有恒 日 质 三 级 结构 预测 采用 Swiss 
Model First Mode ( http: // 
swissmodel. expasy. org/ ) 在 线 软 件 预 测 (Schwede et 
al., 2003), 
1.5 系统 进化 分 析 

以 低 等 着 椎 动物 文昌 鱼 Branchiostoma Floridae 
(AAU88062.1) 和 现代 人 H. 
004443. 2) 的 ERR 作为 外 群 ， 对 已 经 提交 GenBank 
的 9 种 昆虫 ERRs S4 E H2 FF 9] CIR ZR 8. D. 
melanogaster, NP. 729340, P %1 A. mellifera, 
XP_392385 ， 斯 开 按 A. stephensi, BAE96770, ， 拟 
R D. pseudoobscura, XP. 001354210, X] EZ XE. 
JE A. gambiae, XP. 321343, mpi Nai Sm E 
N. vitripennis, XP _ 001604033, J UG xXx T. 
castaneum, XP. 001812322, Æx C. pipiens, XP_ 
001862599, I2 M IF it A. aegypti, EAT34188 ) 和 
PvERR 氨基 酸 序 列 进行 系统 进化 分 析 。 通 过 
CLUSTALX 对 序列 进行 比 对 ， 然 后 采用 MEGA( Ver 
4. 1) 软件 基于 NJ (neighbor-joining) 法 构建 进化 树 ， 
距离 校正 使 用 泊 松 模型 ， 计 算 时 将 空位 完全 删除 ， 
目 举 分 析 通 过 1 000 次 循环 实现 。 


pattern-hit initiated 


tools/protparam. html ) 


Approach 


sapiens ( NP _ 


2 结果 与 分 析 


2.1 拟 黑 多 刺 蚁 PvERR 的 cDNA Fe 2]. AER 
组 成 和 理化 性 质 分 析 预 测 

2.1.1 cDNA 序列 分 析 和 预测 重 昌 质 的 氨基 酸 组 
成 : 拟 黑 多 刺 蚁 肉 激 素 相关 受 体 基因 cDNA 全 长 
1 935 bp， 包 含 一 个 1 305 bp 的 开放 阅读 框 、245 
bp 的 5'-UTR 和 385 bp 的 3'-UTR， 编 码 一 个 由 434 
个 氨基 酸 组 成 的 乍 日 质 ( 图 1). 5'-UTR 有 一 个 框 
内 终止 密码 子 ，3'-UTR 有 一 个 17 bp 的 ploy( A) € 
Ej. WBK EHE 5 端 有 一 个 起 始 密码 子 ATG, 
在 3' 端 有 一 个 终止 密码 子 TCA。 在 ATG 密码 子 附 
近 发 现 最 常见 的 翻 释 起 始 共 有 序列 : 5'-GCCATGG- 
3'， 即 Kozak 序列 。 将 拟 黑 多 刺 蚁 上 肉 激 素 相 关 受 体 
基因 命名 为 pvERR( GenBank 登录 与 为 EF474463 ) 。 
2.1.2. 理化 性 质 : 编码 生日 质 pvERR 分 子 量 为 
49.0989 kED， 理 论 等 电 点 为 6.62。 氮 基 酸 组 成 中 
合 强 酸 氨 基 酸 (Asp，Glu)53 个 ， 强 碱 氨基 酸 
(Arg, Lys)52 个, 极 性 氨基 酸 247 个 , iK Sa ERR 
187 个 。pvERR 氨基 酸 组 成 中 Leu 含量 最 高 ， 这 与 
其 他 ERRs 重 昌 是 一 致 的 ; 与 人 的 ERRs + H, 
pvERR 的 氨基 酸 组 成 中 Leu, Lys, His 和 Ser 所 占 
的 百分比 低 于 人 ERRs, 而 Clin, Thr, Cys 和 Trp 
所 占 的 百分比 高 于 人 ERRs。 

2.1.3 序列 同 源 性 与 多 序列 比 对 分 析 : 将 pvERR 
氨 苛 酸 序列 在 NCBI 上 进行 PSI and PHI-BLAST 分 
析 ， 对 非 元 余数 据 库 的 搜索 显示 ， 此 有恒 白 序列 与 数 
据 库 中 其 他 动物 的 ERRs $% Ei I Fr 20 [8] D TEAR S , 
例如 ， 它 与 西方 蜜蜂 的 amERR 氨基 酸 序列 一 致 性 
H 89.996; EHRE, IRK A T R P e 
ERR 氮 基 酸 序 列 一 致 性 分 别 为 50. 2% , 50.7% 和 
52.196; 与 人 的 ERRo 的 氨基 酸 序列 一 致 性 也 达到 
[| 41. 896, 

对 拟 黑 多 刺 蚁 pvERR E EI JR FE y b fT 
Conserved Domain ( CD) 搜索 ( Marchler-Bauer and 
Bryant，2004) ， 预 测 到 两 个 保守 的 功能 结构 域 ， 即 
核 受 体 C4 锌 指 结构 (ZnF_C4) 和 核 受 体 配 体 结合 结 
构 域 (HOLI)。 在 pvERR EAM, DNA 结合 区 
ZnF CA 是 由 73 个 氨基 酸 编 码 (105 ~177) ， 配 体 结合 
区 的 HOLI 由 158 个 氨基 酸 编 码 (244 ~401)， 这 与 西 
HEIE amERR( XP. 392385) 、 果 晶 dERR(NP_729340) 
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&atgctgaagagtcegcgtacggcgcgcggtgccgtcegacgtcegtcetgtgtigzgcagcggtgg! 983 


agtgggccetgtatecgcegczagcggcecgctegecegegtegaggggaatccecatcecgg 
&ggacccatccgagzatctettggaztagattcgcgagcegagtategegtectgecaeg 


actgtcaaataggicgggcaggigacaggaggtgattictgtcggEggacgagEagacEaE — 


dccatzzhcgcetzgatztacgatgtggtttgtatgatgtcigacgetaccacggasagc 
M DÀ TT TE SS 





&tgatcgggaalaacagzacgalgtccaascatcaagcaggaastegataacccaacgacg 
M IG HHRETHMSHIKUS9SEIDBHBNFPFPITITI 
cctacgcaasattatcaagtatgetcegecgaccacgactcetcecagcatcaggagtcgata 
F T OU NH YU YY Es FT TT LA HA ES 1 
tgcacgaaattggataticcgcaggattatzgcggtagcaacggtagcccigaaagccca 
C T KLITPR DIGGS NGoSPE SP 
gagatgcatcattgkicciegacgacgcagcetttaggtactecagaggatggtatiaaa 
E M H HC 35 35 TT Q P LG TF EDOGIKE 
gaagaggatatgatacccagaagactcetgtetagtttgcggtgatgtcgcgagcggtttt 
E E D 8 LP RRLUCLVÜGDVYVASGEF 
cactacgggettgccetegigcgaagcgigcaaggcetitcticaagagaactatacaaggza 
H Y G V à S5 C E A C K AF F E R T I1 Gc 
aacalcgagtatacttiztoccggcgaatggcgaatgizagataaataaacgcaaaczzasg 
NH IE TT CP AH GEUCEIHMNHEKREKRKE 
zcgtgccaggcatgtagatttcagasatgtttgceggcaaggaatgcizgaagzsagECELg 
À Cg & C R F ü KE C L R Qo M8 Lk E GV 
cgattggailcgegttaggzggecggicgacaaaagiatagaagatccgcggatcecttacacg 
R LB RV RE 6G R Q K Y R R 5 A DP t1 T 
ccggicaagagcgccacgctigaagataacaagttagtagaagcctiagcagctigzczag 
P VK 5 A T L E D EH K L V E AL À A C E 
ccagatatgeticaugtatccaucattteocagcacacaggaaacagaccaaaaagttete 
PDHLüVSsSHISSTUuETDUukv.L 


图 1 
Fig. 1 
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EgacaatigtceggatcittacgaccgagaaltggitggcataaitgzitizzECEBsaucag 
G QL 5DLYDRELVYSo6IIGY6SA Ku 
1023 atceccaggattcagcagettagcgitaaatgatcaaatgcgacttttgcagagtacttge 
IP GFSSSLALHEHLDUüUHMRLILGSS II! 
1083 gctgagatattaacttttactctagcztzgazaagcacaccaaataatggcagattzagg 
À E IL TF T L À " R 5 T F RH NH G R L R 
1143 tttgcgcaagattttacattagatgasaggattgcgcgcgattgtcactgtatgzaactt 
F & ü DF T LDERIAREDUCHUCHMEL 
1203 tacacacattgtattcaagtcgtcgagaggatccagcgattgggtitaacgcggZaggas 
IT HC IQ VVE RIURLOGLITREISEÉ 
1253 tattacgtgttgzaaagcattzatcttagcgaacagcgatgctagateigacgaaccacaa 
Y Y VLERALILANHSDÀAÀRSDDEPSO9 
1323 geactttaccgttttegtgattetatettgaattocotgtcggactigtgtggcggcagtg 
à LY RF R DS IL H5 LS De YA V 
1383 agacccggtcaggcicottegigccacgcagaatatgttectagtgttaccaagtcttaga 
R PG 9g AL RA TUUNHHMFLVLIFPSILIMER 
1443 caggccgacggsattgtcagacgatttiggtctagtgigtacagaacggECsaggtaccg 
9 & D G I VR R F " 5 5 VI RT Ee K V P 
1503 atgastaagttatttzaggagatgcetcgagaacgtttgtaaccgatgasacatgcgttgt 
MN KL F E E n L E H V C HRR * 
1563 aaatttgataattcgactattcgacacctgttegtgcattgtttategaasattggcaat 
1523 gttcttcatceattaatgigatcattattatcatigtacategttategaatacgasateg 
1803 ttttgztgtcgataagtgatagtzceizagasasatgaagttatcgattttitacgatge 
1T43 tttttattttetaatggactegtgaatetttatitttttetttitggzasagaatgttgaaa 
1803 gtgaanatttggctaatgtctccggcggtaatcgcgaatcgegaatcgttccagaacggt 
1863 aggcgcgtetttgtttgacgtatoactttecttttegagtaccecatttacaggtacaaaa 


1923 aaa2a5a5a2n545 


TIR AE RIO pvERR ERER PCR. ARR E A RS SERT: P1 


Nucleotide and deduced amino acid sequence of ERR from Polyrhachis vicina 


和 矩形 框 内 的 序列 为 Kozak 序列 ， 下 划 线 标 出 的 是 框 内 终止 密码 子 。Rectangular frame indicates the Kozak sequence, and the underline indicates the 


in-frame stop codon. 


是 完全 一 样 的 (图 2)。 通 过 比 对 发 现 ，pvERR， 
amERR, dERR 的 DBD 和 LBD 分 别 和 人 ERR 的 对 
应 部 分 相似 性 都 达到 8596 和 4096 以 上 ， 可 见 ERR 
的 这 两 个 功能 区 在 读 化 上 是 非常 保守 的 。 


2. 1.4 


EAH 


二 级 结构 预测 : 采用 APSSP2 法 对 pvERR 
二 级 结构 进行 了 网 上 在 线 预测 ， 结 果 如 图 


3 所 示 。 和 多 数 核 受 体 一 样 ，pvERR 分 子 结构 由 位 
F N imh A/B KI, DNA 结合 域 (DBD)、 贸 链 区 
D 和 配 体 结合 域 (LBD) 组成。pvERR 蛋白 的 DNA 
结合 区 (105 ~ 177)， 主 要 由 4 个 8B 折 共 和 3 个 a 
螺旋 构成 。 在 pvERR 蛋白 的 配 体 结合 区 (206 ~ 
429) ， 可 以 明显 看 到 两 个 B DTI TI 个 a 螺旋 
(Hl 和 H3 -H12), 


2. 1. 5 


三 级 结构 预测 采用 SwissModel First 


Approach Mode 在 线 基 于 同 源 建 模 软件 对 pvERR 4& 
白质 的 三 级 结构 进行 了 预测 。 由 于 到 目前 为 止 ， 结 
构 数 据 库 PDB 中 没有 任何 一 个 物种 的 完整 全 长 
ERRs 得 白 质 的 绪 构 模型 ， 所 以 以 已 知 的 ERR DBD 


和 LBD 结构 模型 ， 对 拟 黑 多 刺 蚁 pvERR EAER 
DBD 和 LBD 结构 分 别 进行 了 三 级 结构 预测 。 

预测 pvERR DBD 区 采用 的 模版 是 人 ERRB 
DBD (PDB ID: 1LO1 , NMR Resolution; 99.9 ), 
序列 (104 ~ 192) 一 致 性 (Sequence Identity ) 为 84% , 
评价 值 为 1.17e41， 预 测 结果 见 图 4。pvERR DBD 
区 由 于 与 模板 的 序列 匹配 度 达到 84% ， 所 以 预测 
的 结构 与 模板 差异 很 小 ,属于 w+B 型 ， 都 有 4 个 
p 折合 和 3 个 a 螺旋 ， 由 位 于 109，112，126 ，129 
位 的 半 胱 氨 酸 (Cys) 形 成 的 第 一 个 锌 指 结 构 (ZnF_ 
C4) 与 靶 基 因 DNA 的 反应 元 件 结合 (图 4)。 预 测 
pvERR LBD 采用 的 模版 是 人 ERRy LBD (PDB ID: 
2gpuA, X-RAY Resolution: 1.70), 序列 (209 ~ 
429 ) 一 致 性 (Sequence Identity) 为 39% ， 评 价值 为 
1. 77e-37 ， 预 测 结果 见 图 5。pvERR LBD 区 主要 包 
售 2 个 B 折 共和 11 个 a 螺旋 (缺少 H2)， 由 了 3， 
H4 和 H12 形成 配 体 结合 袋 (图 $) 。 


5 8H 


欧阳 起 辉 等 : 拟 黑 多 刺 蚁 肉 激素 相关 受 体 基因 cDNA 的 克隆 及 生物 信息 


Polvrhachis vicina roger 
AÀpis mellifera 
Drosophila melanogaster 


Polvyrhachis vicina roger 
ápis mellifera 
Drosophila melanozaster 


Polvrhachis vicina roger 
Ápis mellifera 
Drosophila melanogaster 


Polyrhachis, vicina roger 
hp1is mellifera 
Drosophila melanogaster. 


Polvrhachis vicina roger 
Ápis mellifera 
Drosophila melanogaster 


Polvrhachis, vicina roger 
Ápis mellifera 
Drosophila melanogaster. 


Polvrhachis, vicina roger 
Ápis mellifera 
Drosophila melanogaster 


Polvrhachis, vicina, roger 
Apis mellifera 
Drosophila melanogaster. 


Polyrhachis vicina roger 
pis mellifera 
Drosophila melanogaster: 


Polyrhachis, vicina roger 
pis mellifera 
Drosophila melanogaster 


----MDAWWIDVVCMMSDATTESMIGNNRTMSNIKQEIDNPTTPTQNYQV 
-—--WNDSWWIDVVCMMPGGGTENMIGNNRTMANIKQEIENPTTPTQNYQV 
MSDGVSILHIKQEVDIPSASCFSPSSKSTATQSGTNGLKSSPSVSPERQL 


CSPTTTLQHQESICTELDIPQDYGGS--NGSPESPEMHHCSSTTQPLGTP 
CSPTTILQHQEVICSKIEVPPDYGGG-—-EGSPGSPEMHHCSSTTQPLGTS 
CSS TISLSCDLENVSLS PNDGDSLRG SG TSGENGGGGGGG TSGGNA NASA 


Xx. Kk., 1 : 0X. .*.  。 x. 

ZnF C4 
EDGIKEEDMIPPRRLCLVCGDVASGFHTGVASCEACKAFFRRTIQGNIEYT 
EEGVKEEDMIPRRLCLVCGDVASGFHYG VASCEACKAFFERTIQGNIEYT 
GAG SGSVRDHLRRLCL VCGDVASGFHYTGVASCEACKAFFKRTIQGNIETYT 

* . xoxo kokoookokotokokotookolotokokorolokolookolololoketeookololoororek 


CPANGECEINKRERKACQACRFQKCLRQGMLKEIS VRLDRVRGGRQKYTRRS 
CPANGECEINKRRRKACQACRFQKCLRQGMLKE VRLDRVRGGRQKYTRRS 
CPANNECEINKRRRKACQACRFQKCLLMG MLKHEHS VRLDRVRGGRQKYRRN 
xokokek, oolokoololok zololololololololololololok— olokololokokolokokokokololekokelokekokekek, 


ADPYTPVKSATLED------------ NKLVEALAACEPDMLQVSN----- 
TDPYTPVKPAPLEANIATGASNEIINNKMLEALAACEPDMLQVSN----- 
PVSNSYQTMQLLYQSN----TTSLCDVKILEVLNSYEPDALSVQTPPPQV | 


* Xf1X.X f XXX Gk... 


-------------------------------- ISSTQETDQKVLGQLSpL 

-------------------------------- ISHTLDTDQRVLGQL SDL 

HTTSITNDEASSSSGSIKLESSVYTPNG TCIFQNNNNNDPNEILSVLSDI 
e. à. : EHE 


KKE 








YDRELVGIIGWAKQIPGFSSLALNDQMELLQSTWAEILTFTLAWRSTPNN 
YDRELVGIIGWAKQIPGFSSLALNDQMRLLQSTWAEILTFSLAWRESMPNN 
YDKELVSVIGWARQIPGFIDLPLNDQMKLLQVSWAEILTLQLTFRESLPFN 


Wok I aKO, Io Roo KOROEXOROK 0X. KROKO DOO. kkk ks KI Iw OX x 


HOLI 
GRLRF AQDF TLDERIARDCHCMELYTHCIQVVERIQRLGLTREETYVLKA 
GRLRFAQDFTLDERLARECHCTELTTHCIQIVERLQRLGLTREEYYVLKA 
GKLCFATDVWNDEHLAKECGTTEFTIHCVQIAQRMERISPRREEYYLLKA 


XX kk x*, iX**..*:.* kik dkk. ikio, KEK zoe 


LILANSDARSDEPQALTRFRDSILNSLSDCVAAVRPGQALRATQNMFLVL 
LILANSDARSDEPQALYRFRDSILNSLSDCMAAVRPGQALRATQNMFLVL 
LLLANCDILLDDQSSLRAFRDTILNSLNDVVYLLRHSSAVSHQQQLLLLL 
X :xXOK, K X: L. Ik kekik, k . DX Q.*1 KIII 


PSLEQADG IVRRFUSSVTRIGKVPMNKLFEEMLENVCNR 
PSLEQWDG IVKRFWSSVTRIGKVPMNKLFVEMLEAATYR 
"STRQAMDDILRERFVRGIARDEVITMEKLFLEMLEPLAR- 
XOOROK, OK, OK S IOREOROK 。: 来 D.OKIGOROK OXOKNOK 


图 2 采用 CLUSTAL X 对 拟 黑 多 刺 蚁 、 西 方 蜜蜂 和 黑 腹 果 蝇 肉 激素 相关 受 体 氨基 酸 序列 的 比 对 结果 
Fig. 2 Alignment of amino acid sequences of pvERR ，amERR and dERR using CLUSTAL X method 
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* 表示 相同 的 氨基 酸 ;: 和 . 表示 氨基 酸 的 保守 性 程度 ; 大 方 括号 内 的 序列 分 别 是 ERRs 的 保守 结构 域 ZnF_C4 和 HOLI ; 
和 dERR 饼 链 区 的 差异 。 
square bracket show the conserved domain, ZnF_C4 and HOLI1 of ERRs. The rectangular frame shows the difference in the hinge region between pvERR 
and dERR. PERR: WEL 3| By WES ER THOSE AE ERR from Polyrhachis vicina roger; amERR; 西方 蜜蜂 肉 激 素 相 关 受 体 ERR from Apis mellifera; 
dERR; 黑 腹 果 蝇 肉 激 素 相 关 受 体 ERR from Drosophila melanogaster. 


矩形 框 表示 pvERR 


* " shows the same amino acids;“:”and“. ”show the degree of conservation of different amino acids. Sequences in the 
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AA MDAWMYDVVCMMSDATTESMIGNNRTMSNIKQEIDNPTTPTQNYQVCSPT 
md CCDCCOCOUCODCUCcCUDUCCOCUCCUILUTCUTCUUCDCLCDCCOCLULCCUOUDLUOCUEDULELDLCCCEL 
Conf 070707070709 058 09 09 0909 09 0.8 09 10 0.9 08 0.5 08 0.72 08 05 09 09 1009 09 09 07 08 0.7 08 09 0.8 0.8 0.6 09 09 0.9 09 0.8 09 0.9 08 08 09 07 0.9 09 0: 
AA TTLOHOQESICTEKELDIPODYTGGOSNGSPESPEMHHÓCSSTTIOPLOGTPÉEDGIEE 
Pied CCCCCCUCOCCCOCOCECCCCCCCCCCCCCCUCUCUIUCDCCUCUCCCCCUOCCCCCCCCUCLC 
Conf 09 09 08 08 08 08 06 08 08 0([707 050.50908$ 08 0808 08 0908/09 0909 09059 09 09090259 08 0808 09 09 07 09 09 09 09 09 09 L0 10 09 09 09 09 08 0£ 
KRTIQGNIEYTICPANGE 
HHHHHCUCUCCEECCCUCUCUC 
0.8 0.9 0.507 08 0.5 1.0 0.8 0.507 08 07 09 09 10 10 1C 
VRGGROQOKYRRSADPYTP 
CCCCoCCCCCCCCCCCUCUC 
Conf 10 0. 0.50.5 04 0.6 06 0.6 08 0.8 05 08 09 10 10 10 0.9 10 10 09 10 09 0.8 0.7 0.6 0.6 06 0.6 0.50.5 0.8 0.8 08 0.7 0.1 08 09 0.8 09 0.8 0.1 0.7 06 0.5 06 0,6 0.7 0.8 0.8 04 


AAVKSATL 
Pred CC CUCUCUC 
Conf 09 08 08 0.6 0.6 0. 
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AA[VGIIGWAKQIPGFSSLALNDQMRLLOSTWAEILTFTLAWRSTPNNGRL 
PredHHHHHHHHH|CCCCCCCCIHHHHHHHHHHH|CIHHHHHHHHHHHHCCCCCEE 
Conf 10 10 08 0.8 LO 10 1.0 0.8 0.7 0.9 LO 1.0 0.9 10 0.9 0.9 0.9 09 0.9 10 10 10 LO 10 101.0 0.9 0.7 0.7 0.9 10 10 10 1.0 0.9 09 08 08 0.7 0.6 0.4 0.5 m i 05 0.6 0.7 


TO 


> Pa 
AA AQDFTLDERIARDCHCMELYTHCIQVVERI 
pred ECCEEEEHHHHHHJCC HHHHHHHHHHHHHH 
Conf 0.5 0.8 07 0.7 08 0.9 0.7 0.6 0.7 0.7 0.6 0.3 0.5 07 0.6 0.6 09 09 09 10 10 10 0.9 09 10 09 09 10 10 10 10 09 


AA SDARSDEPQALTIRFRDS LNSLSDCVAÀAMRPGO 
C 
0. 
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Pred CCCCCCCIHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHJ|CCCC 


"s 
io 
2 
^ 


mm as 
Sma 2 


Conf 90.8 0.90.9 0.9 0.9 aimi da 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0 0.9 0.9 0.8 0.8 0.9 0.8 0.5 0.8 0.7 0.8 0.9 0.9 0.7 0.7 0.5 0.9 0.9 0.9 T M 6 0.6 0.6 0.5 0.8 0.9 0.9 0.9 
AA AD OIVRRT WES? VY RT GE VP M NI LF EE MLEN VIC NR 
Fed H H H H H H H H H H H HIC C C C DL CC CUCIH H H H H H H H H Hi C C DL 
Conf 0.9 0.9 0.6 0.7 0.9 1.0 1.0 0.8 0.7 0.8 0.8 0.5 0.5 0.7 0.8 0.8 0.6 0.9 0.9 0.9 0.9 0.8 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0.9 0.8 0.6 0.8 1.0. 


图 3 采用 APSSP2 方法 预测 的 pvERR 和 蛋白质 二 级 结构 
Fig. 3 Predicted secondary structure of the pvERR protein using APSSP2 


315 


AA 表示 氨基 酸 ，Pred zzi BUM HARZ RARE : 螺旋 ; E: DDR C: 卷曲 ) Conf 表示 预测 的 准确 性 。AA represents 


amino acid, and Pred ( Prediction) represents predicted corresponding secondary structure state ( H: Helix; E: Strand; C; Coil), and Conf 


( Confidence) stands for probability of correct prediction. 
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4 采用 SwissModel First Approach 5 采用 SwissModel First Approach 
预测 的 pvERR 蛋白 DBD 区 的 三 维 结构 预测 的 pvERR EA LBD 区 的 三 维 结构 
Fig. 4 Predicted tertiary structure of DBD domain in Fig. 5 Predicted tertiary structure of LBD domain in the 
pvERR protein using SwissModel First Approach pvERR protein using SwissModel First Approach 
2.2 ” 亲 水 性 与 疏水 性 分 析 (212 ~397) 有 9 个 明显 的 朴 水 区 (图 6) 。 


虽然 pvERR 重 日 质 整体 都 具有 较 强 的 亲 水 性 ， ”2.3 系统 发 育 分 析 


但 它 的 功能 区 存在 多 个 下 水 区 ，DNA 结合 区 第 一 采用 MEGA( Ver 4. 1) 软 件 基 于 NJ 法 构建 了 进 
个 锌 指 结构 区 (RRLCLVCGDVASGFHYCVASCEACK， ”化 树 (图 7)。 从 进化 树 可 以 看 出 ，pvERR 和 
106 ~ 130) Z&—4A- BH tj BWLZK DX, iKTERRSRHJ[ 。 amERR 同 源 性 很 高 ， 它 们 与 所 有 已 知 的 昆虫 ERRs 
点 是 112 位 的 半 胱 氮 酸 (2.1); 配 体 结合 区 LBD  ” 聚 在 了 一 起 ; pvERR 和 amERR 5 A ERRs 的 关系 
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图 6 采用 ProtScale 对 pvERR Æ A ERBJWiLZK TE / 
亲 水 性 预测 绪 
Fig. 6 Predicted hydrophobicity/ hydrophilicity 
of pvERR using ProtScale 





100 


59 


100 


E 


0.05 


分 析 593 


比 双 地 目 昆 虫 与 人 类 的 更 近 ， 也 就 是 说 ， 单 从 
ERRs 来 看 ， 在 进化 关系 上 ，pvERR 和 amERR 比 


XH H Eb HR BJ ERRs 都 要 保守 。 
3 讨论 


哺乳 动物 ERRs 参与 ER 信号 通路 的 调控 ， 与 
许多 生理 和 发 育 过 程 有 关 ， 并 参与 细胞 的 增殖 与 分 
化 ( Pettersson et al., 1996; Luo et al., 1997; 
Mitsunaga et al., 2004 ; Cheung et al., 2005) 。 近 年 
来 的 研究 证 实在 昆虫 中 也 存在 ERR ( Maglich et al., 
2001; Ostberg et al., 2003) ， 但 是 昆虫 中 没有 雌 激 
素 ， 那 么 昆虫 中 ERR 又 是 如 何 发 挥 作 用 的 呢 ? 本 
研究 对 社会 性 昆 忠 拟 黑 多 刺 蚁 的 ERR 进行 了 克隆 


99 C. pipiens 
100 A. aegypti 
A. stephensi 
99 L 4 gambiae 
D. melanogaster 
100 D. pseudoobscura 


N. vitripennis 


100 A. mellifer 


99 P. vicina 


T. castaneum 
B. floridae 


H. sapiens 


图 7 采用 NJ 法 构建 的 ERR 系统 发 育 树 
Fig. 7 Phylogenetic tree of ERRs based on NJ method 
B. floridae: 文昌 多 Branchiostoma floridae ( AAU88062. 1) ; H. sapiens; 人 Homo sapiens ( NP. 004443. 2) ; D. melanogaster; 黑 腹 果 量 Drosophila 
melanogaster ( NP. 729340) ; A. mellifera: 西方 蜜蜂 Apis mellifera ( XP. 392385) ; A. stephensi: EN [X Ti EX. Anopheles stephensi ( BAE96770 ) ; D. 
pseudoobscura ; 31 ij. Drosophila pseudoobscura ( XP. 001354210) ; A. gambiae: 四 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae ( XP. 321343) ; N. vitripennis: 丽 量 师 
集 金 小 蜂 Nasonia vitripennis ( XP. 001604033) ; T. castaneum: IRA Xx Tribolium castaneum ( XP. 001812322) ; C. pipiens: 库 蚊 Culex pipiens (XP_ 
001862599) ; A. aegypti; 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti ( EAT34188) ; P. vicina; 拟 黑 多 刺 凡 Polyrhachis vicina. 节点 处 数字 表示 重复 1 000 次 的 Bootstrap 


值 Bootstrap values by 1 000 repeats were shown in the nodes. 


并 采用 生物 信息 学 方法 对 其 全 长 cDNA 序列 和 其 编 
码 的 蛋 昌 序列 进行 了 分 析 ， 为 进一步 对 昆虫 ERR 
的 系统 发 生 及 功能 分 析 提 供 依 据 。 

CD 搜索 显示 拟 黑 多 刺 蚁 pvERR 氨基 酸 序列 包 
* ZnF_C4 和 HOLI 两 个 功能 结构 域 ， 而 位 于 DNA 
结合 区 的 ZnF_C4 和 位 于 配 体 结合 区 的 HOLI 是 核 
激素 受 体 家 族 所 特有 的 两 个 保守 结构 域 ， 所 以 
pvERR 同 其 他 物种 ERRs 一 样 属于 核 因 子 受 体 超 家 
族 第 3 亚 族 。 拟 黑 多 刺 蚁 pvERR 氨基 酸 序 列 与 数 
据 库 中 其 他 动物 的 ERRs 氨基 酸 序列 同 源 性 很 高 ， 


尤其 是 DBD 区 和 LBD 区 ,差异 主要 体现 在 这 两 个 
区 之 间 的 贸 链 区 ， 与 果 蝇 相 比 ，pvERR 与 西方 蜜 
WEB amERR 贸 链 区 较 短 (图 2) ， 这 可 能 与 物种 本 
号 的 进化 有 关 。 

系统 发 育 分 析 显 示 ， 在 进化 关系 上 ，pvERR 
和 amERR 比 双 翅 目 昆虫 的 ERRs 都 要 保守 ， 这 样 
的 结果 不 仅 与 物种 本 喘 的 进化 关系 相符 ， 而 且 与 对 
蜜蜂 基因 组 一 些 基 因 的 研究 结 采 是 一 致 的 。 即 尽管 
相对 于 其 他 全 基因 组 已 测序 的 昆虫 ， 蜜 蜂 基因 组 进 
化 缓慢 、 极 其 古老 ， 但 它 体内 控制 生理 节奏 、 衰 
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老 、RNA( 核糖 核酸 ) 干 扰 的 基因 ， 与 采 蝇 等 昆虫 
的 同类 基因 相差 较 大 ， 反 而 与 人 类 等 人 葫 椎 动物 的 同 
类 基因 更 为 接近 (Honeybee Genome Sequencing 
Consortium, 2006 ) 。 

MEZAN pvERR 氨基 酸 序 列 二 级 和 三 级 结 
构 的 预测 结 订 显示 ， 足 水 性 分 析 中 预测 到 的 DNA 
结合 区 的 玻 水 性 区 域 主要 是 由 4 个 B 折 有 登 形成 的 
第 一 个 鲜 指 结构 (图 4)， 该 结构 主要 与 靶 基 因 
DNA 的 反应 元 件 结合 (GCiguere，1999 ) 。 通 常 ERR 
的 配 体 结 合 区 是 一 个 由 12 个 a 螺旋 (HI ~ HI2)JÉ 
成 的 三 明治 式 的 结构 ， 通 过 比 对 ， 发 现 pvERR ik 
少 H2， 这 与 哺乳 类 已 知 晶体 结构 的 ERRY 的 配 体 
结合 区 结构 非常 类 似 ( Greschik et al.，2002)。 

研究 表明 ，ERR 的 玖 水 性 配 体 通常 结合 于 一 
个 称 为 配 体 结合 袋 (ligand binding pocket, LBP) 的 
结构 中 ， 配 体 依赖 的 转录 激活 由 核 受 体 中 位 于 
LBD 的 H12 的 AF2 Œ, Eh H3, H4 和 H12 
JE REAKS RAT AKIK LXXLL 基 序 之 
间 的 相互 作用 完成 (Feng et aL, 1998), Ag 
dERR rp Y295, T333 和 Y365 3 个 位 点 几乎 完全 
填 满 了 配 体 结合 袋 ， 所 以 dERR 活性 不 能 被 持 抗 
剂 4-OHT ÉR PZ ( tamoxifen) 和 DES 抑制 。 如 果 
使 黑 腹 果 蝇 dERR LBD 中 的 3 个 位 点 发 生 突 变 ， 
Bl Y295A/AT333IAY365L， 突 变 体 的 dERR 活性 就 
可 以 明显 被 持 抗 剂 4-OHT 它 葛 西 分 和 DES 抑制 ， 
而 且 在 转 染 实验 中 ， 共 激活 子 Mgrip-1 (mouse 
giucocoricoid receptor interacting protein 1) 能 够 显著 
加 强 突变 体 的 活性 (Ostberg et al., 2003) ， 说 明 这 
3 个 位 点 在 与 配 体 结合 中 具有 重要 的 作用 。 在 
pvERR 氨基 酸 序 列 中 ,由 H3，H4 和 H12 形成 
LBP， 与 果 晶 dERR 中 Y295, T333 和 Y365 3 个 
位 点 相对 应 的 位 点 分 别 是 Y246, T284 和 C316 
(图 5)。 有 关 pvERR 与 持 抗 剂 4-OHT ' R pu 2; mI 
DES 的 关系 有 竺 进一步 的 研究 。 
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